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Summary
The contact hypersensitivity reaction (CHS) to haptens is a classic example of cell-mediated 
immune response. In the effector phase, two stages can be distinguished: an early component, 
that appears only 2 hours after subsequent contact with the hapten, and the late component 
that develops approximately 24 hours later which is mediated by TCRαβ+ cells. The effector 
lymphocytes may be CD4+ T helper 1 (Th1) cells or CD8+ T cytotoxic 1 (Tc1) cells, which de-
pends on the employed hapten and/or mice strain. NKT lymphocytes play the crucial role in 
the CHS initiation, by supporting B1 cells in the antigen-specific IgM antibodies production. 
The development of an early component is essential for the recruitment of T effector (Teff) 
cells to the side of hapten deposition and for the complete expansion of inflammatory reac-
tion. The CHS reaction is under T regulatory (Treg) cells control, both in the induction phase 
as well as in the effector phase. 
Streszczenie
Reakcja nadwrażliwości kontaktowej (CHS) na hapteny jest klasycznym przykładem odpowiedzi 
komórkowej. W fazie efektorowej CHS można wyróżnić dwa kolejno występujące po sobie etapy: 
fazę wczesną występującą już dwie godziny od kontaktu z haptenem oraz fazę późną rozwijającą 
się po około 24 godzinach, a mediowaną przez limfocyty efektorowe TCRαβ+. W zależności od 
użytego haptenu oraz szczepu myszy komórkami efektorowymi są limfocyty pomocnicze CD4+ 
Th1 lub limfocyty cytotoksyczne CD8+ Tc1. W inicjacji CHS główną rolę odgrywają limfocyty 
NKT wspomagające komórki B1 w wytwarzaniu swoistych przeciwciał IgM. Wystąpienie fazy 
wczesnej jest niezbędne do rekrutacji komórek T efektorowych do miejsca depozycji haptenu 
i rozwinięcia się pełnej reakcji zapalnej. Reakcja CHS jest kontrolowana w fazie indukcyjnej 
i efektorowej przez komórki regulatorowe (Treg) CD4+.
Nowe spojrzenie na mechanizmy negatywnej regulacji reakcji CHS zależnej od komórek Tc1 
CD8+ to supresja wywołana naskórnym (EC) podaniem antygenu białkowego. Aplikacja antygenu 
DNP-BSA na skórę, w opatrunku z gazy, prowadzi do wytworzenia stanu tolerancji. Powoduje to 
powstanie komórek Treg o fenotypie TCRαβ+CD4+CD25+Foxp3+, które działają przez bezpośredni 
kontakt komórek Treg–Tef, a hamowanie odpowiedzi odbywa się z udziałem molekuły CTLA-4. 
Wspomniana metoda wywołania tolerancji może się przyczynić do opracowania nowej metody 
terapeutycznej reakcji alergicznego kontaktowego zapalenia skóry, cechującej się bezinwazyj-
nością, prostotą użycia oraz brakiem działań niepożądanych.
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A new view of a negative regulation of the Tc1 mediated CHS response is based on the suppression 
induced by epicutaneous (EC) application of protein antigen. The DNP-BSA skin application, on a 
gauze patch, leads to a state of immunosuppression. This maneuver results in rising the population of 
Treg cells with TCRαβ+CD4+CD25+Foxp3+ phenotype. The mechanism of suppression requires direct 
contact between Treg cells and Teff cells and the participation of CTLA-4 molecule is also necessary. 
The described method of evoking immune tolerance via EC immunization may contribute to 
elaborate a new method of allergic contact dermatitis therapy. This is because of its effecti-
veness, ease of induction and non-invasive protein antigen application.
contact hypersensitivity • Tc1 lymphocyte • Treg cells • epicutaneous immunizationKey words:
Wykaz skrótów: ACD – alergiczne kontaktowe zapalenie skóry (allergic contact dermatitis), Ag – antygen (anti-
gen), APC – komórka prezentująca antygen (antigen presenting cell), ATP – adenozynotrifosforan 
(adenosine triphosphate), B1 – limfocyt B typu 1 (B1 B lymphocyte), C – dopełniacz (comple-
ment), CCL – ligand chemokiny typu CC (CC chemokine ligand), CCR – receptory dla chemokin 
podklasy CC (receptor CC chemokin), CD – antygen różnicowania komórkowego (cluster of 
differentiation), CD40L – ligand receptora CD40 (CD40 ligand), CHS – reakcja nadwrażliwości 
kontaktowej (contact hypersensitivity), CIA – kolagenowe zapalenie stawów (collagen induced 
arthritis), CLA – antygen limfocytów zasiedlających skórę (cutaneous lymphocyte associated an-
tigen), COLL II – kolagen typu II (collagen II), CXCL – ligand chemokiny typu CXC (CXC chemokine 
ligand), CXCR – receptory dla chemokin podklasy CXC (receptor CXC chemokin), DC – komórka 
dendrytyczna (dendritic cell), DC-SIGN – nieintegryna swoista dla komórek dendrytycznych 
chwytająca ICAM-3 (dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin), DDC – skórne komórki 
dendrytyczne (dermal dendtitic cells), DNCB – dinitrochlorobenzen (dinitrochlorobenzene), 
DNFB – 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (dinitrofluorobenzen) (dinitroflourobenzene), DTH – nad-
wrażliwość typu późnego (delayed-type hypresensitivity), EAE – eksperymentalne autoimmuni-
zacyjne zapalenie mózgu i rdzenia kręgowego (experimental autoimmune encephalomyelitis), 
EC – naskórna (epicutaneous), Fas – białko należące do rodziny TNF (TNF receptor superfamily 
member), FasL – ligand receptora Fas (Fas ligand), FcR – receptor dla fragmentu Fc przeciw-
ciała (Fc receptor), Foxp3 – czynnik transkrypcyjny limfocytów T regulatorowych (forkhead 
box transcription factor), GALT – tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego (gut-associated 
lymphoid tissue), GM-CSF – czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i monocytów 
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), HEV – żyłka pozawłosowata z wysokim 
śródbłonkiem (high endothelial venule), ICAM-międzykomórkowa molekuła adhezyjna (inter-
cellular adhesion molecule), ICOS – kostymulator indukowanly (inducible co-stimulator), IFN 
– interferon (interferon), Ig – immunoglobulina (immunoglobulin), IL – interleukina (interleukin), 
IP – białko indukowane przez interferon (interferon inducible protein), LC – komórki Langerhansa 
(Langerhans cells), LFA – antygen związany z czynnością limfocytów (lymphocyte function-asso-
ciated antigen), LT – leukotrieny (leukotrienes), mAb-przeciwciała monoklonalne (monoclonal 
antibody), MBP – zasadowe białko mieliny (myelin basic protein), MHC – główny układ zgodności 
tkankowej (major histocompatibility complex), MIP – białko zapalne makrofagów (macrophage 
inflammatory protein), mRNA – matrycowy RNA (messenger RNA), MS – stwardnienie rozsiane 
(multiple sclerosis), NKT – limfocyt NKT (natural killer T lymphocyte), OVA – owoalbumina 
(ovalbumin), OX – oksazolon (oxazolone [4-ethoxymethylene-2-phenyl-2-oxazolin-5-one]), 
PC – komórka plazamtyczna (plasmocyte), PCl – chlorek pikrylu (picryl chloride); TNP-Cl lub 
TNCB, PGD2 – prostaglandyna D2 (prostaglandin D2), Plt – płytki krwi (platelets), RANTES – 
regulowany przez aktywację; ekspresja i wydzielanie przez prawidłowe limfocyty T (regulated 
on activation normal T cells expressed and secreted), ROS – reaktywne formy tlenu (reactive 
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Reakcja nadwRażliwości kontaktowej 
Nadwrażliwość kontaktowa (CHS – contact hypersensiti-
vity) jest reakcją immunologiczną rozwijającą się po miej-
scowej ekspozycji (skóra, błony śluzowe) na substancje 
niskocząsteczkowe zwane haptenami i jest jedną z postaci 
nadwrażliwości typu późnego (DTH – delayed type hiper-
sensitivity) [9]. Reakcja CHS przebiega w dwóch kolejno 
występujących po sobie etapach, fazy indukcyjnej i efek-
torowej. W fazie indukcyjnej hapteny łącząc się kowalen-
cyjnie z białkami ustroju tworzą neoantygeny, które indu-
kują powstanie uczulonych limfocytów. Powtórny kontakt 
z homologicznym związkiem uczulającym prowadzi do 
wystąpienia fazy efektorowej reakcji kontaktowej, obja-
wiającej się zaczerwienieniem, obrzękiem z tworzeniem 
się pęcherzy, złuszczaniem się naskórka oraz świądem 
w miejscu depozycji haptenu [65]. 
Reakcja CHS jest procesem złożonym, w którym uczestni-
czą m.in. komórki prezentujące antygen (APC), komórki 
efektorowe: limfocyty Th1 CD4+ lub Tc1 CD8+, mastocyty, 
limfocyty B-1, komórki NKT oraz leukocyty krwi obwo-
dowej (monocyty i neutrofile) [64,81]. Niedawne badania 
wskazują, że izolowane z wątroby komórki NK mogą rów-
nież wywoływać reakcję CHS [84].
Kontaktowe zapalenie skóry
Klasycznym przykładem reakcji CHS u  ludzi jest aler-
giczne kontaktowe zapalenie skóry (ACD – allergic con-
tact dermatitis). Stale rosnąca liczba osób cierpiących na 
schorzenia alergiczne, stwarza coraz większe problemy 
natury społeczno-ekonomicznej odbijając się na jakości 
życia pacjentów, a tym samym na wydajności pracy. Kon-
taktowe zapalenie skóry powstające w wyniku ekspozycji 
na substancje chemiczne w miejscu pracy to prawie 30% 
wszystkich chorób zawodowych, w tym aż 80% z tych 
chorób dotyczy skóry rąk [28].
 Liczba czynników etiologicznych ACD jest bardzo duża, 
w samym przemyśle stosuje się ponad 100 000 substancji 
chemicznych, a każdego roku syntetyzuje się 2000 no-
wych. Dotąd zidentyfikowano ponad 3700 cząsteczek, któ-
re mogą być alergenami kontaktowymi [77]. Do substancji 
powszechnie wywołujących uczulenia kontaktowe u ludzi 
zaliczamy: jony metali ciężkich (chrom, nikiel, żelazo, 
kobalt), lateks, terpentynę, substancje zapachowe oraz 
konserwujące zawarte w kosmetykach (np. p-fenyleno-
dwuamina), niektóre leki (np. neomycyna, benzokaina, 
penicylina), substancje chemiczne wytwarzane przez ro-
śliny (pentadekakatechol – substancja zawarta w bluszczu 
trującym), a także hydrochinon – używany w przemyśle 
fotograficznym [49,65].
Reakcja CHS u zwierząt doświadczalnych
Wiedza na temat patofizjologii ACD pochodzi głównie 
z badań przeprowadzonych z zastosowaniem modeli zwie-
rzęcych, w których wywołuje się indukowane haptenami 
zapalenie skóry, tzw. reakcję nadwrażliwości kontaktowej. 
Reakcję taką można wywołać u myszy, świnek morskich 
[108] oraz szczurów [83].
U zwierząt doświadczalnych, w tym również u myszy, 
reakcję CHS wywołuje się przez aplikację roztworu hap-
tenu w rozpuszczalniku organicznym na ogoloną skórę 
[9]. Do najczęściej używanych haptenów należą: chlorek 
pikrylu (PCl; TNP-Cl – chlorek trinitrofenylu, TNCB – tri-
nitrochlorobenzen), dinitrofluorobenzen (DNFB), dinitro-
chlorobenzen (DNCB) oraz oksazolon (OX).
W zależności od szczepu myszy oraz rodzaju haptenu 
użytego do immunizacji, reakcja CHS może przebiegać 
przy współudziale swoistych limfocytów pomocniczych 
Th1 CD4+ lub swoistych limfocytów cytotoksycznych Tc1 
CD8+. Pierwszy typ odpowiedzi można indukować immu-
nizując myszy szczepu CBA/J o haplotypie H-2k haptenem 
TNP-Cl [6,46]. Natomiast reakcję, w której funkcję efek-
torową pełnią limfocyty Tc1 można wywołać u myszy 
szczepu C57BL/6 (haplotyp H-2b) aplikując na ogoloną 
skórę TNCB, DNFB, DNCB lub OX oraz u myszy szczepu 
BALB/c (haplotyp H-2d) podając na skórę DNFB, DNCB lub 
OX [13,14,26,38,57,76,93,135]. Jednak według niektórych 
doniesień nie można wywołać odpowiedzi spolaryzowa-
nej w jednym kierunku, a komórki efektorowe Th1 CD4+ 
i Tc1 CD8+ współuczestniczą w reakcji, jak to się dzieje np. 
u myszy szczepu C57BL/6 uczulonych DNFB lub OX [125].
MechanizM Reakcji nadwRażliwości kontaktowej 
Reakcja CHS, bez względu na rodzaj komórek efektoro-
wych, przebiega w dwóch kolejno po sobie występują-
oxygen species), TAP – białko transportujące fragmenty antygenu (transporter associated with 
antigen processing), TARC – rodzina chemokin (thymus and activation-regulated chemokine), 
Tc – limfocyt cytotoksyczny (T cytotoxic cell), TCR – receptor limfocytu T (T cell receptor), Tef-
-limfocyt T efektorowy (T effector cell), TGF – transformujący czynnik wzrostu (transforming 
growth factor), Th – limfocyt pomocniczy (T helper cell), TLR – receptory Toll-podobne (Toll like 
receptors), TNCB – trinitrochlorobenzen (trinitrochlorobenzene); PCl lub TNP-Cl, TNF – czynnik 
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor), TNFR2 – receptor 2 dla TNF (TNF-receptor 2), TNP 
– trinitrofenyl (trinitrophenyl), TNP-Cl – chlorek trinitrofenylu (trinitrophenyl chloride); PCl lub 
TNCB, Tr1 – limfocyt regulacyjny typu 1 (type 1 regulatory T cell), Treg – limfocyt T regulatorowy 
(regulatory T cell), Tγδ – limfocyty Tγδ, UV – promieniowanie ultrafioletowe (ultraviolet radiation), 
VCAM – cząsteczka adhezyjna śródbłonka naczyniowego (vascular cell adhesion molecules), 
VLA – antygen bardzo późny (very late antigen).
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cych etapach, obejmujących fazę indukcyjną oraz fazę 
efektorową. 
Faza indukcji reakcji CHS
Faza ta rozpoczyna się w chwili pierwszego kontak-
tu z haptenami, prowadzi do pochłonięcia haptenów 
związanych z białkami naskórka przez komórki den-
drytyczne (DC), a następnie do powstania swoistych 
antygenowo komórek T CD4+ lub T CD8+ w  węzłach 
chłonnych oraz wytworzenia się komórek pamięci im-
munologicznej. 
Jak wykazano po raz pierwszy w reakcji CHS Th1-zależ-
nej, uczulenie haptenem aktywuje także komórki NKT 
wątroby oraz limfocyty B-1 jamy otrzewnej. W modelu 
tym limfocyty T efektorowe emigrują z węzłów chłonnych 
i rozpoczynają typową dla siebie wędrówkę między krwią 
a narządami chłonnymi. Podobne obserwacje poczyniono 
w modelu CHS Tc1-zależnej. W fazie indukcji nie wystę-
pują objawy kliniczne.
Komórki NKT w wątrobie ulegają aktywacji przez uwol-
nienie w następstwie uczulenia haptenem endogennych 
glikolipidów rozpoznawanych w kontekście antygenów 
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Ryc. 1.  Schemat wywołania fazy indukcyjnej reakcji CHS Tc1 zależnej (pierwszy kontakt z haptenem). Ag – antygen; APC – komórka prezentująca antygen; B1 – 
limfocyt B typu 1; DC – komórka dendrytyczna; K – keratynocyt; LC – komórka Langerhansa; NKT – limfocyt NKT; PC – komórka plazmatyczna; Tc1 – limfocyt 
cytotoksyczny typu 1; Tγδ – limfocyt γδ
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CD1a [16,17,27]. Komórki te już po siedmiu minutach od 
immunizacji wydzielają IL-4, która stymuluje swoiste an-
tygenowo limfocyty B-1. Limfocyty B-1 (zwane komór-
kami fazy wczesnej) o fenotypie Thy1+ CD5+ CD3 – CD4 
– CD8 – ulegają aktywacji w jamie otrzewnej już w pierw-
szej godzinie od immunizacji haptenem, przez stymulację 
IL-4 oraz kompleksem hapten-białko [9,50,116]. Następnie 
komórki B-1 wędrują do śledziony i miejscowych węzłów 
chłonnych, gdzie w ciągu jednego dnia przekształcają się 
w komórki syntetyzujące IgM, swoiste dla użytego hap-
tenu TNP-Cl [52].
W modelu reakcji CHS zależnej od komórek CD8+ rów-
nież występuje podobny mechanizm inicjacji reakcji CHS. 
Z dotychczasowych doniesień wynika, że naskórna apli-
kacją haptenu DNFB (u myszy szczepu BALB/c) powoduje 
powstanie komórki fazy wczesnej o unikalnym fenotypie 
Thy1+ CD5+ CD3 – CD4 – CD8-, która jest swoista antygeno-
wo i ulega pełnej aktywacji w obecności IL-4 uwalnianej 
przez limfocyty NKT [8,51]. Wykazano także, że w reakcji 
CHS Tc1-zależnej istotną rolę odgrywają również limfo-
cyty TCRγδ+.
Hapteny
Hapteny są niskocząsteczkowymi substancjami (mniej 
niż 1 kD), a ich przenikanie przez naskórek zależy głów-
nie od polarności cząsteczki, następuje szybciej dla czą-
steczek lipofilnych a wolniej dla haptenów hydrofilnych 
[11]. Hapteny nie są immunogenne, dopiero po kowalen-
cyjnym bądź niekowalencyjnym połączeniu z białkami 
naskórka, tworzą kompleksy zwane neoantygenami i wte-
dy nabywają immunogenności. Większość haptenów jest 
cząsteczkami elektrofilowymi, które łączą się z resztami 
nukleofilowymi białek znajdujących się w naskórku [70]. 
Jony metali nie wiążą się kowalencyjnie, lecz tworzą sła-
be połączenia z resztami aminokwasowymi białek. Wiele 
haptenów występuje w postaci nieaktywnych prohapte-
nów, które wymagają dodatkowego metabolizmu in vivo 
w naskórku, często z użyciem enzymów (m.in. cytochrom 
P-450, dehydrogenaza alkoholowa, oksydaza aminowa, 
dehydrogenaza aldehydowa) [56]. Przykładem są niektóre 
sole metali, które ulegają przekształceniu chemicznemu 
w skórze, np. sześciowartościowa sól chromu przekształ-
cona w trójwartościową staje się wysoce reaktywną po-
stacią zdolną wiązać się z białkami [98]. Natomiast polia-
romatyczny węglowodór dimetylobenzantracen (DMBA), 
p-fenylenodwuamina oraz substancje fotouczulające mu-
szą być aktywowane przez promieniowanie UV, by zwią-
zać się z białkami naskórna [4,10].
Jeszcze nie ustalono dlaczego niektóre hapteny prefe-
rencyjnie dają odpowiedź Th1 lub Tc1-zależną. Hapteny 
mogą się wiązać z białkami występującymi pozakomórko-
wo lub mogą się przyłączać do białek powierzchniowych 
na komórkach, następnie zostać pochłonięte i przetwo-
rzone wewnątrz przedziału endosomalno-lizosomalnego 
i zaprezentowane z MHC klasy II limfocytom CD4+. Na-
tomiast aż kilka mechanizmów może się przyczyniać do 
tego, że hapteny zostaną zaprezentowane komórkom Tc1. 
Hapteny hydrofobowe rozpuszczalne w tłuszczach mogą 
przenikać przez błonę komórkową i łączyć się z białka-
mi w cytoplazmie, a następnie być prezentowane z MHC 
klasy I, np. DNFB oraz substancja zawarta w bluszczu tru-
jącym – pentadekakatechol [55]. Alternatywnie, hapte-
ny mogą się wiązać do białek pozakomórkowych, które 
mają odpowiednią konformację cząsteczkowa, aby być 
pochłaniane przez fagolizosomy, a następnie prezento-
wane przez molekuły MHC klasy I [92]. Ponieważ hap-
teny łączą się z resztami aminokwasowymi jest również 
możliwe, że część haptenów może bezpośrednio wiązać 
się do peptydów wewnątrz rowka wiążącego MHC klasy 
I lub II, bez wcześniejszego przetwarzania wewnątrzko-
mórkowego [99,133]. Nikiel natomiast może zachowywać 
się jak superantygen i być bezpośrednio wiązany do re-
ceptora TCR/MHC, poza rowkiem wiążącym [19,36,82]. 
Hapteny zostały sklasyfikowane ze względu na możliwość 
wywołania reakcji ACD u człowieka. Silne hapteny (np. OX 
lub DNFB), zazwyczaj wywołują reakcje nadwrażliwości 
u wszystkich ludzi. Natomiast większość kontaktowych 
alergenów zalicza się do słabych haptenów, które wywo-
łują ACD jedynie u około 5% osób dla soli metali i poniżej 
0,01% dla substancji, takich jak p-fenylenodwuamina czy 
eugenol [64]. Nie wiadomo skąd wynika różnica w zdol-
ności haptenów do generowania CHS. 
Reakcja nadwrażliwości kontaktowej dla słabych i śred-
nich haptenów może się rozwinąć po latach ciągłej eks-
pozycji na dany związek uczulający. Natomiast dla silnych 
haptenów można wywołać reakcję już po pierwszym kon-
takcie z haptenem, tzw. pierwotna ACD. Reakcja ta ma 
identyczny przebieg jak w klasycznej CHS składającej się 
z fazy indukcyjnej i efektorowej [95].
Pochłanianie antygenów, dojrzewanie i migracja 
komórek dendrytycznych
W reakcji CHS biorą udział dwa rodzaje komórek den-
drytycznych (DC – dendritic cells): komórki Langerhan-
sa (LC – Langerhans cells) występujące w naskórku oraz 
skórne komórki dendrytyczne (DDC – dermal dendtitic 
cells) w skórze właściwej [58]. Jednak dokładny udział 
w wywołaniu fazy indukcyjnej oraz fenotyp komórki DDC 
nie jest do końca poznany. Komórki LC ulegają funkcjonal-
nej przemianie z komórki rozpoznającej i pochłaniającej 
antygen w dojrzałą komórkę DC prezentującą antygen, 
o silnych właściwościach immunostymulujących [22]. 
W reakcji zależnej od komórek Tc1 komórki dendrytycz-
ne wykazują fenotyp MHC klasy I+/II– [63,66].
Naskórna aplikacja haptenu jest czynnikiem wywołu-
jącym mobilizację i migrację komórek dendrytycznych 
ze skóry do węzłów chłonnych [68]. Zaledwie po piętna-
stu minutach od aplikacji haptenu komórki LC zostają 
pobudzone do syntetyzowania mRNA IL-1β [31]. Wy-
dzielana IL-1β działa autokrynnie na komórki LC przez 
receptor IL-1RI oraz pobudza keratynocyty do syntezy 
GM-CSF oraz TNF-α, który wiążąc się z receptorem TNF-
-R2 na komórkach LC jest sygnałem do wędrówki tych 
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komórek z naskórka do węzłów chłonnych [25,32,126]. 
W naskórku komórki LC pozostają w kontakcie z kera-
tynocytami za pośrednictwem E-kadheryn. Połączenie 
TNF-α i IL-1β z ich receptorami na LC obniża ekspresję 
E-kadheryn i cząsteczek adhezyjnych w błonie komór-
kowej LC powodując utratę połączeń z otaczającymi ke-
ratynocytami oraz nawiązanie interakcji ze strukturami 
błony podstawnej i macierzy pozakomórkowej tkanki 
łącznej [24,45]. Niektóre badania dowodzą, że nadrzędną 
cytokiną odpowiedzialną za migrację LC aktywowanych 
haptenem do węzłów chłonnych nie jest IL-1β i TNF-α, 
lecz IL-18, która może być wydzielana przez keratyno-
cyty lub komórki LC [5]. 
Najnowsze badania wskazują, że główną rolę w wywołaniu 
reakcji CHS odgrywają receptory TLR2 i TLR4 (Toll like 
receptors) [78]. Hapteny po rozpoznaniu i aktywacji me-
chanizmów obrony wrodzonej powodują uwalnianie wol-
nych rodników tlenowych (ROS) oraz ATP. ROS generują 
rozpad kwasu hialuronowego na niskocząsteczkowe pro-
dukty, które aktywują receptory TLR2 i TLR4 obecne na 
komórkach DC, a w konsekwencji powstają nieaktywne 
postaci pro-IL-1β i pro-IL-18 [101]. Cząsteczki ATP nato-
miast zostają rozpoznane przez receptor purynergicz-
ny P2X7 i aktywują inflammasom (wewnątrzkomórkowy 
kompleks białek), czego skutkiem jest aktywacja kaspazy 
1, która przekształca pro-IL-1β oraz pro-IL-18 w aktyw-
ne postaci cytokin [129]. Keratynocyty również wyka-
zują ekspresję receptorów TLR i wydzielają IL-1β i IL-18 
z udziałem inflammasomu [23].
Aby LC mogły przeniknąć z naskórka do skóry właściwej 
i potem do węzłów chłonnych wydzielają enzymy, meta-
loproteinazy MMP3 i MMP9, które powodują degradację 
cząsteczek adhezyjnych i trawienie białek błony podstaw-
nej i macierzy pozakomórkowej [62]. Po rozluźnieniu po-
łączeń z keratynocytami, LC wydłużają wypustki dendry-
tyczne i „prześlizgują się” między komórkami naskórka 
w kierunku błony podstawnej [102]. Metoloproteinazy są 
również odpowiedzialne za przejście E-kadheryn i pro-
TNF-α w postaci aktywne biologicznie. Kiedy LC znaj-
dują się w skórze właściwej następuje wzrost ekspresji 
receptora chemokinowego CCR7, dla którego ligandami 
są chemokiny MIP-3β (CCL19) i SCL (CCL21). Interakcja 
między CCL21 i CCR7 jest niezbędna by komórki LC prze-
dostały się do aferentnych naczyń limfatycznych i dalej 
jako komórki welonowate dotarły wraz z limfą do strefy 
przykorowej węzłów chłonnych, gdzie przekształcają się 
w komórki dendrytyczne splatające [124]. 
Obecność w otoczeniu TNF-α i IL-1β powoduje wzrost 
ekspresji molekuł adhezyjnych, tj. CD54 (ICAM-1), CD58 
(LFA-3), α6 integryny i różnych izoform CD44, które za-
pewniając interakcje LC z  macierzą pozakomórkową 
umożliwiają migrację komórkom LC. Czynniki odpowie-
dzialne za migrację LC są zaangażowane również w proces 
dojrzewania tych komórek. Ekspresja receptorów, takich 
jak receptor mannozowy, FcR i CD1a spada podczas doj-
rzewania komórek LC, zanikają również ziarnistości Bir-
becka, a mechanizm odpowiedzialny za makropinocyto-
zę i fagocytozę antygenów jest blokowany. Dochodzi do 
wzrostu ekspresji antygenów zgodności tkankowej MHC 
klasy I i II, molekuł kostymulujących: CD80 (B7-1), CD86 
(B7-2), CD40 i receptorów chemokinowych CCR4, CCR7, 
CXCR4 na powierzchni LC [21,69]. 
Wspomniane komórki dendrytyczne przetwarzają i pre-
zentują antygen limfocytom T. Antygeny, które powstają 
wewnątrzkomórkowo są przetwarzane i prezentowane 
z MHC klasy I, limfocytom TCRαβ CD8+. Zdenaturowane 
z białka cytoplazmatyczne łączą się z ubikwityną i w pro-
teasomach są degradowane do peptydów o długości 8-10 
aminokwasów. Dalej są transportowane przez retikulum 
endoplazmatyczne, aby połączyć się z MHC I. Transport 
odbywa się z udziałem produktów genów TAP-1 i TAP-2. 
Następnie kompleksy peptyd – MHC I są przenoszone na 
powierzchnię komórki APC przez aparaty Goldiego i pre-
zentowane naiwnym limfocytom T [54]. 
Indukcja limfocytów T efektorowych CHS
Cyrkulujące naiwne limfocyty CD4+ i CD8+ przechodzą 
do strefy parakortykalnej węzła chłonnego przez kapi-
lary z wysokim śródbłonkiem (HEV) w odpowiedzi na 
chemokiny wydzielane przez komórki DC [2]. Aktywacja 
naiwnych limfocytów T wymaga dwóch sygnałów: inte-
rakcji receptora TCR z MHC z peptydem w rowku wią-
żącym oraz sygnału kostymulującego i sekrecji cytokin 
i chemokin wydzielanych przez komórki DC. Połączenie 
TCR z kompleksem peptyd–MHC I aktywuje czynnik NF-
-AT, który reguluje transkrypcję genu dla IL-2, która jest 
główną cytokiną odpowiedzialną za proliferację i akty-
wację komórek T. Fizyczny kontakt między limfocytem T 
i komórką APC powoduje przebudowę błony komórkowej 
pozwalając na interakcję receptorów TCR–MHC i połą-
czenie się molekuł kostymulujących. Błona komórkowa 
dojrzałych DC wykazuje wysoki poziom molekuł niezbęd-
nych do aktywacji limfocytów T. Wśród cząstek zaanga-
żowanych w interakcję komórek DC i limfocytów T są: 
CD40 łączący się z CD40L znajdującym się na limfocycie 
T, integryna CD54 łącząca się z LFA-1 (CD11a/CD18), CD58 
łącząca się z CD2 oraz lektyna DC-SIGN (CD209) łącząca 
się z ICAM-3/2 [96]. Następnie aktywowane limfocyty T 
proliferują i różnicują się w komórki pamięci oraz komór-
ki TCRαβ+CD8+ (Tc1) efektorowe fazy później reakcji CHS. 
Komórki efektorowe pojawiają się po około pięciu dniach 
od depozycji haptenu na skórze.
Migracja limfocytów T efektorowych do krwi 
i skóry
Jeśli limfocyty T zostaną zaktywowane emigrują z wę-
złów chłonnych przez eferentne naczynia limfatyczne 
do krwiobiegu, to jest związane z wydzielaniem chemo-
kin i modyfikacją ekspresji receptorów adresyn. Uczu-
lone limfocyty T mogą się stać komórkami efektorowy-
mi, które migrują do miejsca zapalenia lub komórkami 
pamięci, które cyrkulują w organizmie nawet latami, aż 
przy kolejnym kontakcie z haptenem staną się komórka-
mi efektorowymi. 
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Powstają dwa typy komórek T pamięci: pierwszym typem 
pamięci obwodowej są komórki T niemające receptora 
CCR7. Są to limfocyty, które występują w skórze i krwi, 
natomiast nie mogą recyrkulować do węzłów chłonnych. 
Przy kolejnym kontakcie z haptenem, działają natych-
miast jako komórki efektorowe wydzielając IFN-γ. Migra-
cja komórek T z krwi do skóry wymaga interakcji między 
receptorami CLA i CCR4 z ich ligandami E – i P-selektyną 
oraz TARC (CCL17) znajdującymi się na komórkach en-
dotelialnych. Konieczna jest również interakcja między 
VLA-4 i LFA-1 na limfocycie T z VCAM-1 i ICAM-1 na ko-
mórkach endotelialnych [15]. Drugi rodzaj pamięci, to 
pamięć centralna, związana z limfocytami T, które za-
wierają receptor CCR7 i mogą recyrkulować do węzłów 
chłonnych, lecz nie mogą być rekrutowane do tkanek. 
Limfocyty te mają za zadanie stymulować komórki den-
drytyczne i przy kolejnym kontakcie z antygenem prze-
kształcają się w komórki CCR7 – [97]. 
Faza efektorowa reakcji CHS
Faza efektorowa reakcji CHS rozwija się w miejscu wywo-
łania reakcji, tj. po powtórnej aplikacji haptenu w innym 
miejscu niż w czasie immunizacji. W reakcji tej można wy-
różnić dwie kolejno po sobie występujące fazy: wczesną 
występującą już dwie godziny od kontaktu z haptenem, 
gdzie główną rolę odgrywają inicjujące limfocyty B-1, 
które pod wpływem IL-4 uwalnianej przez limfocyty NKT 
wydzielają przeciwciała IgM oraz fazę późną rozwijającą 
się po około 24 godzinach, a mediowaną przez efektorowe 
limfocyty TCRαβ+ [121]. 
W modelu reakcji CHS indukowanej haptenem TNP za-
leżnej od komórek Th1 CD4+, wytworzone po uczuleniu 
przeciwciała IgM anty-TNP swoiście reagują z haptenem 
ponownie aplikowanym na skórę, tworząc kompleksy im-
munologiczne aktywujące układ dopełniacza w sposób 
klasyczny [113,115]. Podczas aktywacji komplementu do-
chodzi do powstania między innymi fragmentu C5a, który 
przez receptory znajdujące się w błonie komórkowej ak-
tywuje mastocyty i płytki krwi prowadząc do uwolnienia 
wielu czynników naczynioruchowych (m.in. serotonina), 
cytokiny (TNF-α, GM-CSF), chemokiny, leukotrieny (LT) 
i prostaglandyny PGD2 [9,37,114]. Czynniki te stymulują 
endotelium do ekspresji molekuł adhezyjnych ICAM-1 
i VCAM-1, co ułatwia toczenie się, adhezję i przechodze-
nie krążących limfocytów T do miejsca zapalenia [79]. 
Limfocyty B-1 dodatkowo rekrutują do miejsca zapalenia 
limfocyty TCRγδ+, które prawdopodobnie powstają w śle-
dzionie podczas fazy indukcyjnej i są komórkami asystu-
jącymi limfocytom TCRαβ efektorowym [7,85]. Ich funk-
cja nie jest wyjaśniona, ale wiadomo, że są komórkami 
niezbędnymi do powstania pełnej odpowiedzi zapalnej. 
W modelu reakcji CHS zależnej od limfocytów Tc1 CD8+ 
zachodzą takie same procesy inicjujące fazę efektorową 
jak w modelu CHS Th1 zależnej [8,12,51,111,112].
Przyciąganie cyrkulujących limfocytów T z naczyń nastę-
puje dzięki interakcji L-selektyny i receptorów zasiedla-
nia CLA (cutaneous lymphocyte-associated antygen) na 
limfocycie T z P – i E-selektyną na komórkach śródbłonka, 
powodując toczenie się limfocytów po śródbłonku [91]. 
Adhezja komórek T do śródbłonka następuje dzięki inte-
rakcji integryny LFA-1 (CD11a/CD18) z receptorem ICAM-1 
(CD54) na śródbłonku i VLA-4 (α4β1) z VCAM-1. To zatrzy-
muje komórki T na śródbłonku, które następnie migrują do 
skóry właściwej i dalej do miejsca depozycji haptenu [128]. 
Limfocyty Tc1 efektorowe po rozpoznaniu antygenu 
w MHC klasy I na komórkach LC uwalniają wiele cytokin 
w tym m.in. IFN-γ. Wydzielony IFN-γ wzmaga wytwa-
rzanie w skórze: IP-10, IL-1β, IL-6, TNF-α, GM-CSF i MIP-
2 (CXCL8), które wywołują masywny napływ neutrofi-
lów, komórek DC oraz monocytów, przekształcających 
się w makrofagi [44,136]. Uwolniony przez limfocyty T 
CD8+ IFN-γ aktywuje miejscowo występujące makrofagi, 
a przez to uwalnia wolne rodniki tlenowe (ROS).
Obecność haptenu nie tylko powoduje rekrutację komó-
rek efektorowych T, ale także aktywuje komórki rezydu-
jące w skórze, m.in. keratynocyty, które są głównym źró-
dłem GM-CSF, TNF-α i IL-1β [18]. Keratynocyty wydzielają 
także chemokinę CXCL1, która jest chemoatraktantem 
neutrofilów. Intensywność napływu neutrofilów wpływa 
na liczbę limfocytów efektorowych Tc1, które są rekruto-
wane do miejsca zapalenia, a tym samym wpływa to na 
intensywność reakcji CHS [30]. Według ostatnich ustaleń 
miejscowo występujące mastocyty, są ważnymi komórka-
mi regulatorowymi odpowiedzialnymi za wzmocnienie 
zapalenia. Mastocyty wytwarzają TNF-α i MIP-2, które 
są niezbędne do rekrutacji neutrofilów [12]. Niektórzy 
donoszą także, że oprócz IFN-γ ważną rolę w reakcji CHS 
odgrywa IL-17A, która jest wydzielana przez komórki CD8+ 
TIL-17. Cytokina ta prawdopodobnie jest odpowiedzialna 
za rekrutację neutrofilów do miejsca zapalenia [47,118].
Ponadto w czasie reakcji CHS, komórki CD8+ ujawniają 
swoją cytotoksyczność przez interakcję białek Fas/FasL 
oraz wyrzut perforyn i grazymów [57,59,110]. Głównym 
celem ataku cytotoksycznego są keratynocyty znajdują-
ce się w miejscu zapalenia, które uczestniczą w procesie 
apoptozy [3]. Uszkodzenie naskórna ułatwia penetrację 
haptenu obecnego w skórze, który wzmaga zapalenie. 
Perforyny, uwolnione przez limfocyty CD8+ przyczyniają 
się do wytwarzania RANTES, MIP-1α i MIP-1β, które me-
diują rekrutację monocytów i granulocytów [123]. 
Wynikiem opisanych zmian w miejscu reakcji jest zaczer-
wienienie i obrzęk. Natomiast za powolne ustępowanie 
objawów zapalenia odpowiedzialne są komórki T regula-
torowe (Treg) CD4+, które limitują uszkodzenia. 
Regulacja Reakcji nadwRażliwości kontaktowej
Reakcja CHS mediowana przez komórki Tc1 CD8+, które 
wydzielają IFN-γ jest negatywnie regulowana przez lim-
focyty T CD4+, co potwierdzono w wielu ośrodkach nauko-
wych na różnych modelach zwierzęcych, m.in. odpowiedź 
myszy szczepu BALB/c na hapteny DNFB i OX, czy też 
reakcja u myszy szczepu C57BL/6 na immunizację TNCB 
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lub DNFB [1,29,38,61,90]. Komórki regulatorowe (Treg) 
CD4+ regulują długość i nasilenie reakcji CHS i działają 
w fazie indukcyjnej i efektorowej odpowiedzi. Wykazano, 
że komórki CD8+ wytwarzają IL-2, która jest niezbędna do 
funkcjonowania komórek Treg CD4+CD25+ [60].
Komórki T efektorowe (Tef) CD8+ oraz komórki Treg CD4+ 
powstają w fazie indukcyjnej reakcji CHS przez kontakt 
z tymi samymi komórkami prezentującymi antygen. Jed-
nak komórki Treg CD4+ i Tef CD8+ powstają niezależnie od 
siebie [94,135]. Inne badania wykazały, że komórki DC, 
które aktywują komórki regulatorowe muszą zawierać 
na swojej powierzchni antygeny zgodności tkankowej 
MCH klasy II [66]. Najnowsze badania nad regulacją re-
akcji CHS wykazały, że komórka regulacyjna ma fenotyp 
CD4+CD25+Foxp3+ oraz że jest aktywowana w fazie indukcji 
podczas immunizacji haptenem. W fazie indukcji odpo-
wiedzi komórki Treg eliminują komórki DC w procesie 
apoptozy zależnej od interakcji Fas-FasL [41]. Dojrzałe 
komórki DC, prezentujące pochłonięte kompleksy hapten-
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-białko w węzłach chłonnych wykazują ekspresję moleku-
ły Fas, podczas gdy populacja komórek Treg ma receptor 
FasL. Następstwem interakcji Fas – FasL jest spadek liczby 
komórek DC zdolnych do indukcji komórek Tef [40,42]. 
W innym ośrodku naukowym wykazano, że reakcja CHS 
na hapten DNFB jest regulowana przez komórki Treg swo-
iste antygenowo, które mają wysoką ekspresję markera 
ICOS i wydzielają IFN-γ, IL-10 oraz IL-17 [122].
Inne badania wykazały, że komórki regulatorowe znajdu-
jące się w węzłach chłonnych hamują reakcję CHS w fazie 
indukcji przez nawiązanie szczelinowych połączeń mię-
dzykomórkowych z komórkami DC (gap junctions). Komu-
nikacja ta powoduje przepływ przekaźników m.in. cAMP 
i jonów wapnia, co powoduje obniżenie ekspresji mole-
kuł kostymulujących CD86 na powierzchni komórek DC 
znosząc aktywację i proliferację limfocytów T CD8+ [88].
Gorbachev i wsp. wykazali, że monoklonalne przeciwciało 
anty-CD154 hamuje rozwój komórek CD8+. Reakcja ta nie 
polega na bezpośrednim blokowaniu interakcji między biał-
kiem kostymulującym CD40 obecnym na komórkach DC, 
a receptorem CD154 obecnym na komórkach T, lecz mecha-
nizm ten jest związany z pośrednim oddziaływaniem mAb 
anty-CD154 na komórki regulatorowe, które ograniczają 
zdolność komórek DC do aktywowania komórek T CD8+ [43]. 
W fazie efektorowej CHS następuje szybka rekrutacja ko-
mórek CD8+ Tef, a następnie obserwowany jest powolny 
napływ komórek CD4+ Treg, odpowiedzialnych za hamo-
wanie objawów zapalenia. Różny przypływ limfocytów T 
CD4+ i T CD8+ może wynikać z różnej ekspresji receptorów 
chemokinowych przez wspomniane komórki. Rekrutacja 
komórek Tc1 jest pod kontrolą IP-10 (CXCL10), podczas 
gdy rekrutacja limfocytów CD4+ jest pod kontrolą MDC 
(CCL22) oraz TARC (CCL17) i ich receptora CCR4 na akty-
wowanych limfocytach T CD4+ [96]. 
Komórki Treg CD4+CD25+ w fazie efektorowej reakcji CHS 
Tc1 zależnej, wywołanej haptenem TNCB hamują reakcję 
zapalną ograniczając napływ leukocytów do miejsca toczą-
cej się reakcji zapalnej. Ograniczenie napływu leukocytów 
do miejsca zapalenia jest wynikiem upośledzenia procesu 
toczenia i przylegania leukocytów do komórek śródbłonka 
naczyń [90]. Wykazano również, że kontakt bezpośredni 
między komórką Tef, a komórką Treg nie jest konieczny 
do osiągnięcia supresji, natomiast niezbędna jest obecność 
IL-10. Możliwe, że IL-10 hamuje interakcje adhezyjne leu-
kocyt/endotelium przez spadek ekspresji E-selektyny lub 
powoduje spadek wydzielania TNF-α w miejscu zapalenia, 
co następnie ogranicza ekspresję ICAM-1 na śródbłonku. 
Kolejne badania tego samego zespołu wykazały, że natu-
ralnie występujące komórki Treg CD4+CD25+ hamują reak-
cję CHS w fazie efektorowej przez uwalnianie adenozyny 
w wyniku interakcji CD39/CD73. Adenozyna hamuje eks-
presję E – i P-selektyny uniemożliwiając tym samym ad-
hezję leukocytów do śródbłonka [89]. 
Badania modelu Tc1-zależnej CHS indukowanej hapte-
nem OX wykazały, że są dwie populacje komórek Treg 
CD4+CD25+ i CD4-CD25 – Tr1. Komórki Treg CD4+CD25+ 
wymagają bezpośredniego kontaktu z komórką Tef, lecz 
same nie wydzielają cytokin. Komórki te aktywują na-
tomiast inną populację komórek regulacyjnych, zwaną 
komórkami Tr1, które wydzielają IL-10 oraz TGF-β [35]. 
W ludzkim modelu reakcji CHS na nikiel dowiedziono, że 
komórki regulatorowe Tr1, przez wydzielanie IL-10 blo-
kują dojrzewanie i różnicowanie komórek DC oraz hamują 
wytwarzanie IL-12 [20]. Inni autorzy donoszą, że komórka 
regulacyjna Tr1 CD4+ działa przez wydzielanie IL-4 oraz 
IL-10 [34,136].
Mechanizmem regulującym negatywnie odpowiedź CHS 
jest supresja wywołana przez naskórną (EC) aplikację an-
tygenu białkowego. Badania nad naskórnie indukowaną 
supresją obejmują prowadzone przez nas badania i za-
gadnienia te zostaną szczegółowo omówione w dalszej 
części pracy. 
W literaturze światowej jest niewiele doniesień na temat 
pozytywnej regulacji reakcji CHS zależnej od komórek 
Tc1. Wiadomo jedynie, że podanie mAb anty-IL-12 po-
woduje zahamowanie reakcji Tc1-zależnej, sugerując że 
IL-12 pełni istotną rolę w indukowaniu reakcji CHS [87]. 
Późniejsze badania potwierdziły tę hipotezę, udowadnia-
jąc, że podawanie IL-12 podczas immunizacji haptenem 
znosi działanie supresyjne komórek Treg CD4+ nasilając 
i przedłużając czas trwania reakcji CHS [39]. 
toleRancja pokaRMowa
Powszechnie wiadomo, że podanie antygenu na błony ślu-
zowe lub drogą pokarmową, poza wywołaniem lokalnej 
odpowiedzi immunologicznej na śluzówkach prowadzi 
jednocześnie do powstania stanu tolerancji na obwodzie. 
Zjawisko to leży u podstaw tolerancji śluzówkowej (np. 
tolerancja pokarmowa) i zabezpiecza organizm przed in-
dukcją odpowiedzi na antygeny niepatogenne. Doustne 
podanie niskiej dawki antygenu powoduje wystąpienie 
aktywnej supresji, natomiast traktowanie wysoką dawką 
antygenu wywołuje anergię klonalną i delecję limfocytów 
efektorowych [33]. Odmianą tolerancji śluzówkowej jest 
supresja wywołana podaniem antygenu donosowo. Jej 
mechanizm wydaje się podobny do tego, który występuje 
w tolerancji pokarmowej.
W wielu modelach zwierzęcych, stanowiących odpowiedniki 
ludzkich chorób autoimmunizacyjnych, bada się wpływ po-
dawania autoantygenów drogą pokarmową na rozwój choro-
by. Stwierdzono, że podanie odpowiednich antygenów per os 
łagodzi przebieg eksperymentalnego autoimmunizacyjnego 
zapalenia rdzenia kręgowego i mózgu (EAE), eksperymental-
nego zapalenia stawów (CIA), zespołu antyfosfolipidowego, 
insulinozależnej cukrzycy (IDDM), eksperymentalnej auto-
immunologicznej miastenii (EAMG) oraz eksperymentalne-
go zapalenia nerwów obwodowych (EAN). Jednak określenie 
mechanizmu tolerancji pokarmowej jest trudne, ze względu 
na różny wiek testowanych zwierząt, podłoże genetyczne, 
rodzaj mikroflory bakteryjnej, dawkę oraz strukturę poda-
wanego antygenu. Skuteczność doustnego lub donosowego 
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podania antygenu w terapii testowano także u chorych na 
stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie stawów, 
zapalenie błony naczyniowej oka oraz u pacjentów z aler-
gią na nikiel [67]. 
Metale ciężkie, takie jak nikiel czy chrom mogą wywołać 
reakcję CHS. Wykazano, że można wytworzyć tolerancję 
pokarmową na te metale w modelu zwierzęcym u myszy 
oraz świnek morskich. Wytworzone komórki regulatorowe 
należą do populacji limfocytów T CD8+, są swoiste antyge-
nowo i można je „przeszczepić” do naiwnych biorców. Stan 
areaktywności immunologicznej utrzymuje się co najmniej 
przez dwa lata [119,120]. U chorych z alergią na nikiel za-
obserwowano osłabienie objawów chorobowych na skutek 
spadku swoistych antygenowo limfocytów T [132].
Dotychczasowe badania nad tolerancją pokarmową wy-
kazały, że karmienie szczurów rasy Lewis małymi daw-
kami zasadowego białka mieliny (MBP) hamuje rozwój 
EAE powodując powstanie komórek regulacyjnych CD8+, 
które hamują komórki efektorowe Th1. Badania te po-
twierdzono na myszach transgenicznych, wykazując, że 
powstające komórki regulatorowe należą do populacji 
CD8+ i CD4+. Opisane komórki regulatorowe są identyczne 
pod względem budowy TCR oraz restrykcji MHC z komór-
kami efektorowymi Th1, lecz wydzielają cytokiny prze-
ciwzapalne (TGF-β, IL-4, IL-10), które hamują działanie 
komórek efektorowych [131,134].
Wykazano też, że doustne podanie niskiej dawki DNFB, 
poprzedzające skórną immunizacją DNFB powoduje za-
hamowanie reakcji CHS przez wytworzenie komórek re-
gulacyjnych CD4+, które osłabiają rozwój komórek CD8+ 
Tef w węzłach chłonnych [26].
Podawanie dużych dawek antygenu drogą pokarmową 
powoduje przenikanie antygenu do krążenia w posta-
ci natywnej lub jedynie częściowo zmienionej. U myszy 
traktowanych dużymi dawkami owalbuminy (OVA) ob-
serwuje się delecję klonów swoistych antygenowo limfo-
cytów T. Ponadto pod wpływem dużych dawek antygenu 
powstają limfocyty regulatorowe CD4+, które są nieswo-
iste antygenowo, wykazują dużą ekspresję molekuły FasL 
oraz wydzielają IL-10 i TGF-β. Prawdopodobnie komórki 
te powstają w wątrobie lub tkance limfatycznej przewodu 
pokarmowego (GALT) [130]. 
W zwierzęcym modelu kolagenowego zapalenia stawów 
(CIA), podanie kolagenu typu II (COLL II) drogą pokar-
mową przed wywołaniem choroby, powoduje powsta-
nie w kępkach Peyera limfocytów Treg CD4+CD25+Foxp3+. 
Wspomniane komórki regulatorowe hamują syntezę 
IFN-γ oraz przeciwciał IgG2a, przy jednoczesnym wzro-
ście wytwarzania przeciwciał o izotypie IgG1. Ponadto 
u zwierząt traktowanych COLL II zaobserwowano powsta-
wanie limfocytów Th2, wytwarzających IL-4 i IL-10 oraz 
limfocytów Th3 wydzielających TGF-β [80]. Podobne skut-
ki zaobserwowano po podaniu myszom COLL II donosowo 
[100]. Niestety pozytywne wyniki badań na zwierzętach 
nie przyniosły efektów u ludzi. Prawdopodobnie obserwo-
wany brak działania terapeutycznego jest spowodowany 
różną budową układu pokarmowego, inną budową COLL 
II w zależności od gatunku, a także może wynikać z różnic 
w dawce podawanego antygenu [109].
toleRanca iMMunologiczna indukowana naskóRną aplikacją 
antygenu białkowego
Skórę przez wiele lat uważano za miejsce, w którym stosun-
kowo łatwo można indukować silną odpowiedź immunolo-
giczną, a jej klasycznym przykładem jest reakcja CHS, pod-
czas gdy skórze jako miejscu, w którym można indukować 
tolerancję nie poświęcano większej uwagi [116]. Ponieważ 
skóra i błony śluzowe pełnią podobną funkcję w organizmie, 
jest prawdopodobne, że naskórna (EC) aplikacja antygenu – 
poza wywołaniem miejscowej odpowiedzi immunologicznej 
– może również indukować stan tolerancji na obwodzie przy 
spełnieniu określonych warunków immunizacji. Wykazano, 
że u myszy EC podanie białka ovalbuminy (OVA) wywołu-
je alergiczne zapalenie skóry z udziałem limfocytów Th2 
wydzielających IL-4 [127]. Ponadto zaobserwowano, że EC 
immunizacja antygenem białkowym prowadzi do rozwoju 
astmy u myszy [48]. W oparciu o wspomniane obserwacje 
można przypuszczać, że aplikacja antygenu białkowego na 
skórę przy spełnieniu odpowiednich warunków immunizacji 
może indukować powstawanie komórek T wytwarzających 
cytokiny przeciwzapalne, zdolne do zahamowania odpo-
wiedzi Th1 zależnej. 
Przeprowadzone przez nas badania wykazały, że EC apli-
kacja antygenu białkowego w postaci opatrunku z gazy 
lub emulsji w kremie wywołuje stan tolerancji, prowa-
dzący do zahamowania odpowiedzi komórkowej na TNP 
w modelu CHS CD4+ Th1 zależnej [86,103,104,105]. Supre-
sja reakcji CHS wywołana EC podaniem antygenu biał-
kowego nie wykazuje swoistości antygenowej i jest wy-
nikiem działania limfocytów TCRαβ+CD4+CD8+ działając 
regulacyjnie za pośrednictwem uwalnianego TGF-β [106]. 
Dalsze badania schorzeń autoimmunizacyjnych prowa-
dzone na modelach zwierzęcych wykazały, że EC aplikacja 
antygenu białkowego hamuje rozwój oraz łagodzi prze-
bieg EAE [73,74,107,117] i CIA [71,137]. Co więcej, supresja 
indukowana przez skórę jest równie skuteczna w spowol-
nieniu reakcji odrzucania przeszczepu [72]. Skuteczność 
naskórnego podania antygenu w terapii testowano tak-
że u chorych na stwardnienie rozsiane (MS). Pacjentom 
aplikowano naskórnie peptydy mieliny, co powodowało 
aktywację komórek DC w skórze oraz powstanie unikalnej 
populacji komórek DC w węzłach chłonnych. Ponadto za-
obserwowano powstanie komórek TR1, które silnie hamo-
wały autoreaktywne limfocyty T skierowane przeciw an-
tygenom mieliny za pośrednictwem uwalnianej IL-10 [53]. 
MechanizMy naskóRnie indukowanej supResji Reakcji chs 
zależnej od liMfocytów tc1 cd8+ 
We wszystkich opisanych dotychczas układach badanych 
testowano skuteczność EC indukowanej tolerancji w ne-
gatywnej regulacji odpowiedzi CHS CD4+ Th1-zależnej.
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W celu zbadania możliwości negatywnej regulacji reak-
cji CHS Tc1-zależnej przez EC immunizację antygenem, 
posłużono się reakcją kontaktową indukowaną DNFB 
[40,59]. Przeprowadzony cykl badań wykazał, że EC apli-
kacja antygenu DNP-BSA przed aktywnym uczuleniem 
DNFB, hamuje reakcję CHS in vivo. Obserwowane zmniej-
szenie obrzęku uszu korelowało z obniżoną przepusz-
czalnością naczyń krwionośnych, spadkiem przyrostu 
„masy uszu” oraz spadkiem stężenia IFN-γ oraz aktyw-
ności MPO w homogenatach bioptatów usznych. Wyniki 
te zostały potwierdzone w teście in vitro, wykazując, że 
EC aplikacja antygenu białkowego hamuje proliferację 
komórek T efektorowych (Tef) CHS. Dodatkowo wyka-
zano, że EC aplikacja DNP-BSA przed uczuleniem DNFB 
hamuje wytwarzanie IFN-γ, IL-12 oraz TNF-α. Opisa-
ny stan tolerancji utrzymuje się przez trzy tygodnie od 
chwili indukcji [138].
Badania z wykorzystaniem czterech niereagujących ze 
sobą krzyżowo antygenów: DNP-BSA, MBP, OVA oraz OX-
-Ig wykazały, że zjawisko supresji indukowanej naskórną 
aplikacją haptenu jest antygenowo nieswoiste [139].
W kolejnym etapie badań stosując model „transferu in” 
oraz model „transferu out” reakcji CHS wykazano, że EC 
podanie antygenu białkowego prowadzi do powstania ko-
mórek Treg w węzłach chłonnych pachowych i pachwino-
wych, śledzionie oraz grasicy. Dalsze badania wykazały, że 
podanie komórek regulacyjnych zarówno przed indukcją 
reakcji CHS jak również przed jej wywołaniem powoduje 
zahamowanie odpowiedzi kontaktowej.
W wyniku „negatywnej selekcji”, analizy cytofluoryme-
trycznej oraz wykorzystując defektywne szczepy myszy 
TCRδ-/– (myszy niemające limfocytów T z receptorem 
TCRγδ), CD1d-/– (myszy niemające limfocytów NKT CD1d 
zależnych), oraz β2m
-/– (myszy, u których brak limfocy-
tów CD8) wykazano, że komórką odpowiedzialną za opi-
sywany fenomen supresji jest limfocyt Treg o fenotypie 
TCRαβ+CD4+CD25+Foxp3+. W badaniach nad mechanizmem 
EC indukowanej supresji wykazano, że do zaistnienia su-
presji jest niezbędny bezpośredni kontakt między komór-
ką Treg-Tef i hamowanie odpowiedzi odbywa się z udzia-
łem molekuły CTLA-4. Czynniki rozpuszczalne, takie jak 
cytokiny przeciwzapalne: IL-4, IL-10, IL-17E oraz TGF-β 
nie są zaangażowane w opisywany mechanizm supre-
sji [75].
Podsumowując, EC aplikacja antygenu białkowego, przed 
aktywnym uczuleniem haptenem, prowadzi do zahamo-
wania reakcji CHS zależnej od limfocytów Tc1. Przedsta-
wiona metoda wywołania stanu tolerancji przez EC apli-
kację antygenu DNP-BSA dzięki skuteczności i prostocie 
użycia oraz braku inwazyjności stwarza nowe możliwo-
ści hamowania odpowiedzi immunologicznej, co może 
być przydatne w opracowaniu nowych metod leczenia 
reakcji nadwrażliwości kontaktowej z udziałem limfocy-
tów Tc1 CD8+.
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